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« Nouveaux moyens pour la prevention des leishmaniases » 



Uinvention a pour objet de nouveaux moyens pour la prevention des 
leishmanioses chez l'animal et chez l'homme. 
5 Elle vise en particulier des molecules d'acides nucieiques codant pour 

des facteurs de virulence ou de pathogenicity chez Leishmania et leur utilisation pour 
produire de tels facteurs afin d'eiaborer des compositions vaccinales contre les 
leishmanioses. 

Les leishmanioses repr£sentent Tune des six maladies parasitaires 
0 majeures et sont consid6r6es, k ce titre, comme prioritaires par reorganisation 
Mondiale de la Sant6 (O.M.S). Les leishmanies existent sous la forme promastigote 
extracellulaire, k l'interieur du tube digestif de Tinsecte vecteur (le phiebotome), et 
sous la forme amastigote intracellulaire, chez l'hdte mammifere. Plusieurs molecules, 
dont les lypophosphoglycanes (LPG) ou une m6talloprotease appel6e gp63, semblent 
15 jouer un role important dans le pouvoir infectieux et la pathog6nicite du parasite. 
Plus recemment, une famille de glycoproteines appel6es antig6nes de surface de 
promastigotes, PSA (pour Tromastigote Surface Antigens"), a suscite un interet 
nouveau. Ces PSA sont caract6ris6es par la presence de motifs r6pet6s riches en 
leucine pouvant intervenir dans les interactions de type proteine/proteine et 
>0 conferent une immunite protectrice k mediation cellulaire de type Th 1 chez la souris. 
Chez des organismes, tels que les bacteries ou les plantes, il est apparu que les PSA 
etaient impliquees dans des fonctions comme l'adhesion cellulaire, la resistance aux 
pathogfenes et la transduction de signaux. 

Cependant, aticun role biologique n'a ete decrit, ni sugg6r6, chez 

15 Leishmania. 

Ce r61e a pu §tre etudie par les inventeurs grace k la technique qu'ils 
detiennent pour cultiver des promastigotes et des amastigotes de Leishmania dans des 
conditions aseriques et axeniques , avec un milieu totalement defini , c-a-d dont les 
constituants sont tous identifies, et qui fait Tobjet du brevet FR 93 05 779 du 13 mai 
JO 1993 au nom de TIRD (ex. ORSTOM). La ma£trise de ce procede leur permet de 
disposer de formes parasitaires depourvues des contaminants apportes jusqu'alors 
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par les milieux de culture, et de determinants antigeniques sous une forme 
hautement purifiee. 

Dans ledit brevet FR de la Demanderesse, on a deja decrit l'isolement et 
ridentification d'une PSA excretee/secretee (antigene d'excretion/secretion ou AES 
en abrege) de 38 kDa et de 45 kDa dans le surnageant de culture de L. amazoniensis. 

Les inventeurs ont a present isole et clone l'ADNc codant pour cette 
proteine et procede a revaluation de son rdle dans la biologie du parasite en mettant 
au point une strategic de transgenese additionnelle. Ces travaux ont permis de 
mettre en evidence l'implication de cette PSA en tant que facteur de virulence et/ou 
de pathogenicite et d'elaborer des constructions permettant de surexprimer le gene 
de Leishmania codant pour cette PSA, ce qui permet de developper des moyens pour 
l'obtention de compositions vaccinales contre les leishmaniases. 

L'invention a done pour but de fournir des sequences d'acides nucleiques 
capables de coder pour des PSA de formes promastigotes et de formes amastigotes 
de Leishmania, constituant des facteurs de virulence et/ou de pathogenicite. 

Elle vise tout particulierement a fournir des vecteurs de surexpression de 
ces PSA, ainsi que des parasites genetiquement modifies. 

L'invention vise en outre les surnageants des milieux de culture des PSA 
obtenues, ainsi que les PSA isolees, purifiees, et la mise a profit de leurs proprietes 
pour elaborer des compositions vaccinales contre les leishmaniases. 

Les sequences d'acides nucleiques de l'invention correspondent a des 
acides nucleiques isoles capables de coder pour une PSA de formes promastigotes ou 
de formes amastigotes de Leishmania, lesdits acides nucleiques repondant a l'une des 
sequences SEQ ID N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4 , SEQ ID N°5 et SEQ 
ID N°ll et codant pour des PSA de sequences, respectivement, SEQ ID N°6, SEQ ID 
N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9, SEQ ID N°10 et SEQ ID N°12. 

Les sequences d'acides nucleiques de l'invention sont plus specialement 
des sequences de clones d'ADNc appartenant a une famille repondant aux 
caracteristiques illustrees par la figure 2 et comprenant en particulier un site de 
restriction Sail et deux sites de restriction HmdIII, avec un codon stop situe en aval 
du premier site HindQl. 
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L'invention vise en particulier les clones d'ADNc de ladite famille 
comportant un site de restriction EcoRV et/ou Pstl entre les deux sites Sail et Hindm, 
ou de part et d'autre du site Sail. 

L'invention vise egalement les proteines immunogenes isolees, 
caracterisees en ce qu'elles presentent une sequence telle que codee par les acides 
nucleiques definis ci-dessus. Elle vise en particulier les proteines repondant aux 
sequences SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9, SEQ ID N°10 ou 
SEQ ID N°12. 

Ces proteines appartiennent a la famille dite des antigenes de surface de 
promastigotes (PSA en abrege) et possedent des regions caracteristiques iUustrees 
sur les figures 3A et 3B. Ces proteines peuvent etre modifiees post- 
traductionellement par des N-glycosylations, phosphorylations et 1'ancrage d'un GPL 
Elles possedent un peptide signal hydrophobe en position carboxy-terminale. 

Par clonage directionnel des sequences definies ci-dessus dans un 
vecteur d'expression, les inventeurs ont obtenu des constructions permettant de les 
exprimer en position sens. 

L'invention vise done des constructions d'acides nucleiques, caracterisees 
en ce qu'elles comportent des acides nucleiques isoles en position sens, capables de 
coder pour une proteine immunogene de formes promastigotes ou de formes 
amastigotes de Leishmania , ces proteines repondant a Tune des sequences 
SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9, SEQ ID N°10 et SEQ ID N°12. 

L'invention vise notamment les constructions d'acides nucleiques 
comportant des sequences de clones d'ADNc appartenant a une famille repondant 
aux caracteristiques illustrees par la figure 2 et comprenant en particulier un site de 
restriction Sail et deux sites de restriction HinaUl, avec un codon stop situe en aval 
du premier site HinaUl. 

Les clones d'ADNc comportant un site de restriction EcoRV et/ou Pstl 
entre les "deux sites Sail et Hindlii, ou de part et d'autre du site Satl sont 
particuli&rement preferes. 

Des constructions particulterement avantageuses comportent comme 
sequences d'acides nucleiques, une sequence choisie parmi SEQ ID N°l, SEQ ID N°2, 
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SEQ ID N°3, SEQ ID N°4, SEQ ID N°5 et SEQ ID Nil, ces sequences codant 
respectivement pour des' prolines de sequences SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, 
SEQ ID N°8, SEQ ID N°9, SEQ ID N°10 et SEQ ID N°12. 

Des constructions preferees comportent lesdites sequences d'acides 
nucleiques dans un plasmide a multiplication rapide tel que pTex. 

Elle vise egalement les souches de Leishmania transfectees par de telles 
constructions qu'il s'agisse de formes promastigotes, ou de formes amastigotes. 

Des souches transfectees preferees, compte tenu des applications 
vaccinales visees, sont des souches de L.infantum. 

De maniere avantageuse les PSA sont produites en grande quantite, de 
maniere constitutive, dans les parasites. 

L'invention vise egalement un precede de transfection d'un parasite de 
Leishmania, caracterise en ce qu'on introduit dans le parasite de Leishmania un vecteur 
tel que defini plus haut, comportant un marqueur, on selectionne les parasites 
transfectes grace audit marqueur, on les met en culture dans un milieu axenique et 
aserique totalement defini et on recupere le surnageant de culture qui renferme les 
proteines immunogenes presentes dans des concentrations de l'ordre de 10 a 20 fois 
superieures a celle produite par la souche mere de Leishmanie. 

L'introduction du vecteur dans le parasite est par exemple realisee par 
electroporation. 

L'insertion de ces acides nucleiques dans les parasites permet 
d'augmenter le pouvoir infectieux de ces derniers : leur capacite a survivre dans le 
macrophage infecte et a s'y multiplier est superieure jusqu'a 5 fois celle du parasite 
non transfecte par de tels acides nucleiques. 

Lesdites PSA sont produites en grande quantite dans le surnageant du 
milieu de culture des parasites. L'invention vise done egalement les surnageants des 
milieux de cultures desdits parasites genetiquement modifies, ainsi que les PSA 
isolees a partir de ces surnageants et purifiees. 

L'invention fournit ainsi des moyens de grand interfit pour repondre a la 
demande industrieHe de disposer de quantites importantes de proteines constituant 
des facteurs de virulence/ pathogenicite chez les Leishmanies. 
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Grace a leur pouvoir immunogene, ces proteines permettent d'obtenir, 
apres immunisation d'animaux selon des techniques classiques, des anticorps 
polyclonaux et d'elaborer des anticorps monoclonaux. L'immunisation de souris a 
ainsi permis d'obtenir des anticorps anti Ig G2A et celle de chien des anticorps IgG2. 

L'invention vise done egalement de tels anticorps et mise a profit de leurs 
proprietes pour elaborer a une echelle exportable industrieUement des compositions 
vaccinales contre les leishmanies chez l'homme ou animal. 

Les applications diagnostiques de ces anticorps font egalement partie de 

l'invention. 

D'autres caracferistiques et avantages de l'invention seront donnes dans 
les exemples qui suivent dans lesquels il sera fait reference aux figures 1 a 8, qui 
reprSsentent, respectiveme'nt : 

- la figure 1, Talignement en 3« des sequences nucleotidiques de clones 
d'ADNc selon rinvention ; 

- la figure 2, un schema recapitulatif des sequences nucleotidiques des 
clones d'ADNc obtenus apres criblage immunologique par un anticorps monoclonal 
anti-AES des banques d'expression des formes promastigotes et des formes 
amastigotes de L. amazonensis. Les sites des enzymes de restriction sont indiques au- 
dessus de chaque sequence ; 

- la figure 3A, la localisation de differentes regions proteiques, 
caracterisees par leur composition particuliere en acides amines, presentes sur la 
sequence proteique deduite de l'ADNc du clone A3B, et la figure 3B une 
representation schematique de la sequence proteique deduite de l'ADNc du clone 
A3B codant pour une PSA ; 

- la figure 4, les analyses des transcrits par RT-PCR chez les formes 
promastigotes (P) et amastigotes (A) ; 

- la figure 5, le ! niveau de production de la proline par western-blotting, 
a l'aide d'un anticorps anti-PSA, 

- la figure 6, l'effet de la surexpression d'une PSA de L. amazonensis sur le 
pouvoir infectieux des parasites, 
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- la figure 7,. les sequences nucleotidiques SEQ ID N°l a 5 et 11, 
respectivement des clones A3B, 2C1, 1A1, 2G1, W2, de promastigotes et 
d'amastigotes de L.amazonensis et IJ11 de promastigotes de L.infantum, et les 
sequences d'acides amines codees correspondantes SEQ ID N°6 a 10 et 12, et 
5 - la figure 8, l'indice parasitaire determine au cours de l'infection in vitro 

de macrophages canins par une souche sauvage ou des clones selectionnes de 
promastigotes de L.infantum a differents temps d'incubation. 

1 - Caracterisation molec ulaire des immunogenes maieurs dps AF.fi des formes 
0 promasti gotes et amastigotes de L. amazonensis. (Una en abreg£) 

Cette caracterisation a ete effectuee en criblant des banques d'expression 
d'ADNc des formes promastigotes et des formes amastigotes de L. amazonensis a 
l'aide d'un anticorps monoclonal dirige contre l'immunogene majeur des AES. 
- Caracteristiques des banques d ADNc : 
5 Deux banques d'expression dADNc, respectivement de formes 

promastigotes, et de formes amastigotes de L. amazonensis ont ete realisees. Les 
caracteristiques de ces banques sont presentees au tableau I. Les parasites de phase 
exponentielle et stationnaire ont ete melanges afin d'avoir acces aux differents 
transcrits pouvant etre exprimes au cours des differentes etapes de leur culture in 
D vitro. 5 x 10 4 phages par banque ont ensuite ete cribles immunologiquement avec 
Tanticorps monoclonal F5 dilue au 1/500*™ L'obtention de cet anticorps fait l'objet 
de l'exemple dans le brevet FR mentionne ci-dessus. 



Tableau I 



Banque dADNc Lma LES 
J4 + J7 


Promastigotes 


Amastigotes 


recoltes J4 + J7 

Titration apres packaging 

Titre apres amplification 


7,8.109 
350 000 
8,32.10 7 ph/ul 


7,8.109 
500 000 
2,16.108 ph/ul 



J4 + J7 = parasites recoltes au 4 tale jour, en phase exponentielle, et au 7*™* jotir, en 
phase stationnaire de leur croissance. 

" Isolement et s6que ncage des clones reconnus par Tanticorps monoclonal P5 
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13 clones de la banque promastigote et 11 clones se sont r6v6l6s positifs 
de la banque amastigote se sont r6v6l6s positifs. Tous ces clones ont 6t<§ isol6s par 
criblage secondaire et tertiaire. 

L'ADN plasmidique de l'ensemble des clones isolSs a 6t6 analyst apr&s 
differentes digestions enzymatiques et les ADNc poss6dant des inserts de plus 
grande taille, par digestion EcoRI/XIwI, ont 6t6 retenus afin d'61iminer les ADNc trop 
tronqu6s en 5'. Comme le montre le tableau II, les clones 1 Al, 1B1, 2B3, 2C1, 2D1 et 
2E1 de la banque d'ADNc de promastigotes et les clones A3B, V4A, V5, W2 et W3 de 
la banque d'amastigotes pr6sentent les inserts de plus grande taille. 

L ! analyse de ces clones, en determinant la presence ou non de deux sites 
d'enzymes de restriction (Hindlll et Sail) pr6alablement s6lectionn6s, a montr<§ qu'ils 
pr6sentaient une forte homologie de leur sequence nucteotidique. 

Par double digestion HindUI/ Sail, trois classes differentes de clones ont 
6t6 mises en Evidence avec un fragment Hindlll/ Sail d'une taille, respectivement, 
inferieure ^ 

400 pb (clone 2G1), de 500 pb (clones de type 2C1 et A3B) ou de 600 pb (clones de 
type 1A1 ou W2). Ainsi cinq types de clones, choisis selon les caract&ristiques 
particulteres de leur ADN (la taille de l'insert et la localisation de certains sites 
d'enzyme de restriction) sont represents en caractere gras dans le tableau II. 



Tableau II 

Banque d'ADNc de promastigotes de Una 



Clones 
ADNc 


1A1 


1B1 


1C1 


1D5 


1F1 


2A2 


2B3 


2C1 


2D1 


2E1 


2F1 


2G1 


B3 
A 


Taille des 
inserts 
EcoRI/Xhol 
(kb) 


2,5 


2,5 


2-2,2 


0,5 


2 


2(>) 


2,5 


24 


2,4 


2,4 


2 


1,7-2 


1,7 


Carte de 
restriction 




























Sail 


O 


O 


O 


N 


N 


N 


O 


O 


O 


O 


N 


O 


N 


Hindm 


1,1 


1,1 


1,1 


/ 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 
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Hindm/SaR 
(Pb) 


600 


600 


500 


N 


N 


N 


600 


500 


500 


500 


N 


<400 


N 


Expression 
de protfeine 
recombinant 
e 


















* 










(kDa) 


45 


/ 


40 


/ 


/ 


/ 


/ 


42,5 


/ 


/ 


39 


? 


18 



Banque d'ADNc amastigotes de Lma 



Clones 
AUNc 


A3B 


V1B 


V2D 


V3A 


V4A 


V5 


W1A 


W1C 


W2 


W3 


W5 


EcoRI/Xhol 

(kb) 




2-9 ? 


9 9 


? 


z.,o 


9 ^ 


Z 


z 


2,3 


2,2 


1,7 


Carte de 
restriction 
























Sail 


o 


O 


o 


N 


o 


O 


N 


N 


O 


O 


N 


Hindlll 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


Hindm/Sall 
(Pb) 


505 


500 


500 


N 


500 


500 


N 


N 


600 


500< 


N 


Expression 
de proline 
recombinante 
























(kDa) 


42,5 


/ 


36,5 


/ 


36,5 


43 


/ 


/ 


45 


/ 


/ 



0= oui, pour site present ; N= non, pour site absent ; / = realise ; ? = resultat non 
obtenu. 



5 Le tableau II donne egalement les resultats relatifs a la capacite des 

clones a exprimer une proteine recombinante. L'IPTG a ete utilise comme agent 
d'induction. Les echantillons ont ete analyses par SDS-PAGE et immunoblot en 
presence de l'anticorps anti-AES des formes promastigotes et/ou des formes 
amastigotes, prealablement absorbe en presence de lysat de E. coli. On obtient des 

) resultats equivalents. On note pour les clones d'interSt l'expression de differentes 
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prot6ines recombinantes allant de 42,5 kDa de poids moleculaire apparent (clone 
2C1), k 43 kDa (clone A3B) ou 45 kDa (1 Al et W2). 

On rapporte sur le document "Listage des sequences", les r6sultats du 
s6quen$age : 

- des trois types de clones suivants de la banque promastigote : 

. le clone de type 1A1 (SEQ ID N°3), qui exprime une proline de 
sequences SEQ ID N°8 de plus grand poids moleculaire. Les clones de type 1B1 et 
2B3 sont du m&me type que ce clone ; 

. le clone 2C1 (SEQ ID N°2), qui exprime tine proline recombinante de 
poids moleculaire inferieur k celle du clone 1A1, pr§sentant une sequence SEQ ID 
N°7. 

. le clone 2G1 (SEQ ID N°4), qui a la particularity de poss6der un petit 
fragment Hindll!/ Sal!, qui exprime une proteine recombinante de poids mol6culaire 
inferieur a celle du clone 1 Al, pr6sentant une sequence SEQ ID N°9. 

- des deux clones suivants de la banque amastigote : 

. les clones de type A3B (SEQ ID N°l), qui expriment une proteine 
recombinante d'environ 43 kDa, de sequence SEQ ID N°6 et poss6dent un fragment 
Hind!!!/ SaR de 500 pb, le clone V5 apparaissant identique. Les clones V2D et V4A 
sont consid6r£s comme des clones tronques du m§me type ; 

. le clone W2 (SEQ ID N°5), qui exprime une proline recombinante de 45 
kDa, de sequence SEQ ID N°10 et qui pr6sente tin fragment Hindm/Sall de 600 pb. 
. Etude des cinq sequences d 1 ADNc 

L'alignement des cinq sequences d'ADNc obtenues est represents k la 
figure 1 ou les differences entre ces clones sont settlement dues a la presence d ! une 
sequence tronquSe en 5' et/ou l'insertion de sequences d'environ 72 nucleotides du 
cdt6 5 1 . Les clones pr6sentent ainsi une (clones 2C1 et A3B) ou trois (clones 1A1 et 
W2) insertions. Hormis ces zones d'insertions, les clones pr6sentent des homologies 
de l'ordre de 99% et peuvent §tre considers comme appartenant k tine famille 
d'ADNc. Seul le clone A3B poss^de le codon ATG d'initiation, les autres clones 6tant 
tronques en 5 1 . Cependanf l'ADNc A3B ne poss£de pas la sequence de 39 nt codant 
pour le "splice leader" retrouv6e en 5' sur tous les ARNm de Leishmania. 
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Les ADNc des clones A3B et 2C1 pr£sentent une homologie quasi totale 
et sont done considers comme identiques, l'ADNc du clone 2C1 correspondant k 
nne partie tronqu£e en 5 1 de 1' ADNc du clone A3B. 

Le clone A3B, representatif de cette famille a fait l'objet d'un s£quengage 
5 entier dans les deux sens. 

On a rapports sur la figure 2 les sites des enzymes de restrictions pour 
chacun de ces clones. 

Les sequences SEQ ID N°l k 5, correspondent respectivement & celles des 
ADNc de A3B, 2C1, 1 Al, 2G1, W2. 
0 - Analyse des differentes sequences proteiques deduites 

La traduction des differentes sequences d'ADNc en sequences 
proteiques a 6te r6alis6e en choisissant le cadre de lecture correspondant a celui 
sugg6re par la position du codon d'initiation sur le plasmide pB-SK, dont la 
transcription est sous le contrdle du promoteur du g£ne lacZ soumise k Tinduction 
5 par TIPTG. 

La proteine A3B presente les regions illustrees sur les figures 3A et 3B. 
En NH2-terminal, on identifie un peptide hydrophobe, pouvant etre clive, qui est 
d6crit dans la literature comme un peptide signal de la voie secretion. On rencontre 
ensuite le domaine r6p6te riche en leucine, au nombre de 6 repetitions pour le clone 
0 A3B. A une dizaine d'acides amines de la fin de ce domaine se trouve une region 
riche en proline, threonine et serine, appeiee ci-apr£s region poly P/T/S. Cette region 
est suivie d'une region riche en cysteines, pouvant §tre impliqu6e dans des ponts 
disulfures. Enfin la sequence proteique se termine par un peptide signal hydrophobe. 

Les ADNc des clones A3B et 2C1 presentent une homologie quasi totale 
5 et sont done considers comme identiques, l'ADNc du clone 2C1 correspondant a 
une partie tronqu6e en 5' de l'ADNc du clone A3B. 

Le clone A3B, representatif de cette famille, a fait l'objet d'un s£quengage 
entier dans les deux sens. 

On a rapporte sur la figure 2, les sites des enzymes de restriction pour 
) chacun de ces clones Nt=riucleotides ; ATG^codon d'initiation ; TAG=codon stop. 
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L'analyse sur le banque de donn6e PROSITE montre que la proline A3B 
possede un site de N-glycosylation localise & la fin de chaque domaine r6p6t6 riche 
en leucine, et 12 sites potentiels de phosphorylations. 

L'analyse de la localisation de cette proteine sur le serveur PSORT predit 
une localisation cytoplasmique a 92%, ce qui indique que la proline est soluble. 
Cette proteine est vraisemblablement ancr6e a la surface par un Glycosyl 
Phosphatidyl Inositol ou GPL Le peptide signal hydrophobe peut done §tre cliv6 et 
permettre Tancrage du GPI au niveau de l'asparagine (D). 

Le poids moleculaire th6orique de la proline du clone A3B differe 
d'environ 2,9 kDa avec celui des prolines 1A1 et W2, ce qui est en accord avec la 
difference de 2,5 kDa observee entre les prolines recombinantes correspondantes. 
Cette difference est due & la presence d'un nombre variable de repetitions riches en 
leucines ou LRR, chacune pr6sentant aussi une composition en acides amines 
particuliere. 

Les poids moieculaires apparents et theoriques des quatre types de PSA 
de Tinvention sont rassembies dans le tableau III suivant. 



Tableau III 



Type de PSA 


P.M. de la proteine 


P.M. theorique (non 


P.M. sans peptide 




recombinante 


tronquee) 


signal (3,2 kDa) 


4 LRR (2G1) 


/ 


33,5 kDa 


30,3 kDa 


6 LRR (A3B) 


42,5 kDa 


38,5 kDa 


35,3 kDa 


7LRR(lAletW2) 


45 kDa 


41,4 kDa 


38,2 kDa 



2 - Obtention de parasites genetiquement modifies : 

Le clonage directionnel du gene LaPSA 38s dans le vecteur d'expression 
pTex a permis d'obtenir une construction capable d'exprimer le g£ne PSA en position 
sens. Le plasmide pTex-LaPSA 38s orientation sens et le vecteur pTex vide ont 
ensuite ete electropores dans la souche sauvage Leishmania infantum Mon 1 Clone 1, 
puis les parasites ont ete seiectionnes par la genetycine. 
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L'6tude a 6t6 r6alis6e sur des parasites de Tespfece L. infantum sauvages 
(Sau), cetix tran£ect6s par le pTex vide (pTex) et ceux transfers par le pTex 
contenant la sequence nucfeotidique d'int6r6t (Sens). 
Caractferisation mofeculaire : 

5 Uanalyse de l'ADN total par southern blot montre que la construction 

sens est stable et ampliftee chez la souche transf orm6e. Les r6sultats sont illustr6s sur 
la figure 4 qui donne les analyses des transcrits par RT-PCR chez les deux formes, 
promastigotes (P) et amastigotes (A). La figure 5 donne le niveau de production de 
la proline par western-blotting, a Taide d'un anticorps anti-PSA (figure 5A : 

0 proteines constitutives ; figure 5B : prot6ines excr6t6es /s£cr6t£es) 
Caractferisation ph6notypique des mutants : 

La comparaison des cin6tiques de croissance entre Ldi WT, Ldi pTex et 
Ldi Sens montre que la surexpression de LaPSA 38s n'interfere pas avec la croissance 
des parasites. Seule une phase de latence plus longue est observ6e pour les souches 

5 transform6es par rapport k la souche sauvage. 

La sensibility k la lyse par le complement humain a 6galement 6t6 
6tudi6e. R£cemment 7 il a 6t6 d6montr6 que la PSA de L. amazoniensis avait la 
propri6te d'inhiber Taction du complement in vitro. Les promasigotes. n sens n sont plus 
sensibles au complement. L'exc6s de PSA k la surface des parasites peut ainsi 

0 entrainer un clivage ainsi qu'une formation de complexes plus importante 
engendrant une lyse accrue. 
Etude de pouvoir infectieux des parasites. 

Pour 6tudier Teffet de la surexpression de LaPSA 38s sur le pouvoir 
infectieux des parasites, la premiere approche a consists a mettre en contact des 

5 promastigotes des souches transform6es avec des macrophages de chien, qui est le 
reservoir domestique naturel de la leishmaniose visc6rale. 

Les figures 6A et 6B donnent les r6sultats obtenus, respectivement, 2 h 
apr£s contact avec les promastigotes et 48 h apr&s contact avec les amastigotes sur 
ces figures, Tindex parasitaire correspond au % de macrophages infectes par la 

D souche Sens x le nombre de parasites par macrophage/ % de macrophages infect6s 
par la souche tfemoin (pTex) x le nombre de parasites par macrophage. 
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Les promastigotes surexprimant LaPSA 38s, presentent un pouvoir 
infectieux 2 fois plus important vis-a-vis des macrophages canins. De plus, apres 
phagocytose, les amastigotes exprimant le transgene possedent une capacite a 
survivre et a se multiplier dans la vacuole parasitophore significativement superieure 
5 (2,5 a 5 fois) a celle du temoin transfecte par le vecteur vide. 

2- Caracterisatio n moleculaire des AES de promastigotes de L.infantum 

La sequence de nucleotides du clone IJ11 de promastigotes de L.infantum 

est donnee sur la figure 7 (SEQ ID N°ll) ainsi que la sequence correspondante 
.0 decides amines (SEQ ID N°12). 

Sur la figure 8, on a rapporte l'indice parasitaire determine au cours de 

rinfection in vitro de macrophages canins par la souche sauvage ou les differents 

clones selectionnes de formes promastigotes de L.infantum 

(MHON/MA/67/ITMAP-263, clone 2) a differents temps d'incubation. L'examen de 
5 ces resultats montre un attachement des parasites aux macrophages au bout de 

30 min., une penetration des parasites au bout de 2 heures et la survie et 

multiplication des amastigotes intracellulaires a 48 heures. 
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REVENDICATIONS 



0 



1. Constructions d'acides nucleiques, caracterisees en ce qu'elles comportent des 
acides nucleiques isoles en position sens, capables de coder pour une proteine 
immunogene de formes promastigotes ou de formes amastigotes de 
Leishmania, lesdits acides nucleiques repondant a l'une des sequences SEQ ID 
N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4, SEQ ID N°5 et SEQ ID N°ll. 

2. Constructions selon la revendication 1, caracterisees en ce que les sequences 
comprennent un site de restriction Sail et deux sites de restriction Hindm, avec 
un codon stop situe en aval du premier site HindlTL. 

3. Constructions selon la revendication 2, caracterisees en ce que lesdites 
sequences d'acides nucleiques comportent un site de restriction EcoRV et/ou 
Pstl entre les deux sites Sail et Hindm, ou de part et d'autre du site Sail. 

4. Constructions selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisees en 
ce que lesdites sequences d'acides nucleiques sont donees en position sens 
dans un plasmide, tel que pTex. 

5. Constructions selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisees en 
ce qu'eUes codent pour une proteine immunogene de formes promastigotes ou 
de formes amastigotes de Leishmania , ces proteines repondant a l'une des 
sequences SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9, SEQ ID N°10 et 
SEQ ID N°12. 

6. Proteines immunogenes isolees, caracterisees en ce qu'elles presentent une 
sequence choisie parmi SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9, 
SEQ ID N°10 ou SEQ ID N°12. 

7. Souches de Leishmania genetiquement modifiers, caracterisees en ce qu'elles 
correspondent a des formes amastigotes ou promastigotes de Leishmania 
transfectees par une construction selon l'une quelconque des revendications 1 
a 5. 

8. Souches selon la revendication 7, caracterisees en ce qu'il s'agit de souches de 
L.injuntum. 
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9. Procede de transfection d'un parasite de Leishmania, caracterise en ce qu'on 
introdnit dans le parasite de Leishmania une construction selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 5, comportant un marqueur, on selectionne 
les parasites transfectes grace audit marqueur, on les met en culture dans un 
milieu axenique et aserique totalement defini et on recupere le surnageant de 
culture qui renferme les proteines immunogenes presentes dans des 
concentrations de 1'ordre de 10 a 20 fois superieures a celle produite par la 
souche mere de Leishrnanie. 
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GACCCCTGTTCCGA 

GGTGCTCGCGGXX»C^CldG^ M4 



CGj^AOGGSCAGf 13 
<5GACGQaCAe 10 



GO^CGAGCGACT^CT^ 



- — [jAA"G<^CATCATCTGCGA*CTC . w^.^ 

CGA CrrCT GCTCGTGGAAGCACAT^TCT^ 
CGAC7TC fGCTCGIGGAAGC ACATCATCTGCG ACTCCCGCGC 



T TCGGCGTGTCGA^GGGGAl^^GAf^^ 56 

^ " ^ tt^GCGA?<lTGGATTX^ 42 

iATTAIACCGGCAGGGlGCCGG^ 110 

iA>TATAIX^GCA<S^GCOT 314 



Xg^ctcgactacaaggXcgtc 



agcgtcgactacaaggaggtcatgatcacoga^c^aactxcagcggaatgg 213 

agcgtcgactac^g^acgtcatgAtx^tGgc^ 2 10 

agggtggactAcaaggacgtcatgatcacoqa>\ctga^ 4 m 

AGCCrrc&A^AGAAGGACC^ , 62 

(XTCOATATCAjCTGTGCATC^ 



CC^GATGTCACTGTiGGATGGAAAA 3 10 

CCTTGATA^vrrnTonXTrGAAAAGTtrmAQAAOCT ^ — -w* ^ocvwiy ^ 

CCTTGATATXXCT^W^ 252 



— ; ~ r~ATG>03TC^CfGGACAACOT 34! 

CAmAiGQTGTQCGGCAGGCTGCCGGCCGAGTGGAC^ 

: : ATGACGTXfttfGGACAACCT^^ 542 

CACGGCGGtC^fcQ5G^pGC^*5OT v y ^ ^ 

" — r~T^^§AAfeGAGCTGAT(XjATCTGGATCT^ 237 

CAGraGAGCft^T^GCAGC^ 44| 

£AG?GGAGCJCGATGAfcGCAGejGATCGA^ 5]0 

C^GTGGA<3G1X^ATGAAGCAGC^CCGTTCTGGAT^ W2 
CAGTGGAGOT^tGA^^ 

CCCT^C^CtOTA^'GTACTGCGATCTGTCCG^ 337 

CCCTG<2AGGIGGAGAACTGGGGICTGTCCCGGAGT^ 54 , 
CCCTG(^GCTGAAGJACTGCGATCTGTCCGGGAG 

ccg^cag<ti^qaG^ctgcgotctgtccgggagtc^ 742 

CGCTGCAGC^^GTAGTG^ATCTCT 562 

cggc^gcgtg)p^actcgtggagggagaac^accg^ 437 

GGGGTGCGTGXXfCG.AGTCXJTG^ 641 

CXSGHaTGCG^GCCCG^C^ 71 0 

CGGGTGCdTCaXTCA^ M2 

CGGGTGCG3K3C^XGAerCGTGGAG^ 662 

CCGACTGCTG^CCGGGA^ 537 

;CCGACTGC^GGTCCGG:GAACGACCACGACTAAt^CGCCGACC^ 741 

pGG^GTXK^TGatGGfSG^ 810 

d^^C^GCreCT^CGOT^ACGACCACGACTAACCCG^ 942 

ATG<iGtt3TGAGGfGTGCGAtfGGGGAC^ 637 

ATpGGpQ^AGGTGTGCGAGGGGGACTCCGCr 84 j 

ATOGGTXXrO^GOJGTCKm 910 

ATGGGTGT3(^.GT^G<£A*K^ 3 ^ 

ATGGGTOJGAGGTGTgCG^ 862 

TQG^GC^pG^^ 737 

TGG03G<:GT(GGCGGCGGCGTCGAGCG^ 94, 

TGOCOGjCGTOG^GOGtCCCGTCGAGCGGAGCG 10J o 

TGGGGGGGltKK:GGCGGCGTC»AGCGGAGC<3CTGGC^ 1 142 

TPGCGGGGT^QGGCCGCGT^MTC 9 62 

CCGCTCTTCTtflS^^ 837 

^ .rxr^-t rrrm rrnm ^^^GCCTGCCCTCGCCCCCGGOA 10 41 
TGCCTOOCC^CG^CCAGCACGGC 

_,TGCQCTCi^lGACCC^ACCAGCmACGGGGAGA 

GDTG£C^CCCTC^^ - i!*e&£SA£C^^^ 1061 

CA(^CGCGCAC«kX^^ 937 

CAC^CGCGGACGCGC&CACGCCGTCCT^ ' ' ' — I -_ 1 " V " ~ 1081 

CACACGCApACOCGCACGCttCCGTCOTGCAV^^ ! 2 08 

PACACGC^^CG^CACACGC ,342 

^CAGTCGG^^ H08 
^GCAGTCGGCACCGGCGCCGATCGAAlmGPGjqGC 

GCXrrGCCMCTCTnX^GTGTCTCTCCCTG^^ ~ 1209 

CTGGCGCCCGCCCCfCGC^GTGCC-TC^ u09 

C- GGCXKXXX3CCC^CGCtoGTGCCCTGCG6TW '* 137l 

CGGGCGCCCGCCOTCGCCGTG/TGCOT 1439 

TGCGCTTGCTGTGCTCTCGTGGTCTGTGCCGGTGCTG CCCTGGCGGGGTG AG AGCTG GCGG GGGCGTGGGTGCGCG CGCGGCAGCTCTCCGCTGCXTTTG AG 1539 

GGC GGCCT GCCCCTGCGT^G^ 1639 

TTTCATGCCGCGCTGGGCCGATCGCCCTCTTGCCTCCCTCCT^ 1839 

TGCCTCCGCGCCrCTTCCGTAAAGCTTCGTTGGCGTGTGCCGCCCCCCGGACGTCAGCGCCGCTGTG 1 939 

CGTGCACCrrAAGGACATOTATATATGTATGTGTATGTATATGAGTATGTATATATGTACGGTTATATATAGGAATTTCT 2039 

TGCGTGCGTATATTAGTGTGTGCGAGCACGCGTGTrrGCGC CACGC TCTGCTGCCCGCCTCCGCT 2139 

~ ~ ~~~ ~ — - — - — — — — — ■ - - - - 
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Alignement des differentes sequences ADNc obtenues 



SEQ ID N*l 
SEQ ID N2 
SEQ ID fa 

SEQ ID N4 
SEQ ID NS 



A3B 
2C1 
LAI 

2GI 

W2 
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A3B 
2C1 
IA1 
2GI 
W2 

A3B 
2C1 
lAi 
2GI 
W2 

A3B 
2C1 
IAI 
2CI 

NV2 

A3B 
2C1 
!A! 
201 
W2 
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GTGC^^AAGXjACATGTATATATCTATGTGtAW 
GT^^AAGGACATCT^^ 

TG^PGOTTATATATAj^^ATnTGl^T 



A*KnTGAGGTOTATGCATGTG^ 



ATGTTGAiGGTCT^^ 



GCTCTCK^GTCACTCGCT^ 



-^TG^C?^ 

SCTGTGGGTCxfCACTCCK^ 



TTTCTCTATTTCrCTGTTCCGTG^ 
TTTpXTTATTTCTCTG^CCCtG 

TTTCTCTAlTrCTCXCm-COT.to . _ _ , „ . _ _ _ _ M M _ 

TTTXn^CTATTXCTCTGTTCCCTG^ 
TTTCfCtATTJCTCT^ 



FIGURE 1 (suite) 

Align ement en 3' des sequences nucleotidiques des differents clones ADNc 



SEQ ID Nn " 
SEQ ID N2 
SEQ ID N3 
SEQ ID N4 
SEQ ID N5 



AJB 
2CI 
IAI 
2GI 
W2 



Figure 34 : Alignement des sequences nucleotidiques des differents clones isoles 

des banques ADNc des formes pronuisligotcs et des formes anustlgotes de L. amnzonensis 
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Clones de la banque ADNc promastigote Pol .y A 

Sail Pall Hlndlll ; TCA Hindlll 1 



2G1 . 4= =+=4- 



2QI SaflEcoRV Hindlll ; rCA /fmdIII 



(=A3B) 

1A1 I * : U- . 



Clones de la banque ADNc ainastigote 

AT 

A3B k 
W2 



A i rC >»*/I SailEcoRV . Hi/idlll \ TCA tf/ndIII 



&i/I£caRV /'j/I ///mil 1 1 = Tt ' A //mdill 



<=> = repetition de 72 ou 75 nt = non sequence 



FIGURE 2 
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Peptide signal de la 
voie de secretion 



PALGDTWTGSDFCSWKHIICDSPGVGVVVMGDVbYTGTLPEMPASVDYKDV 
M ITELNFS AMGQGLSGTLPPSWSS 



LTSLISLCIEKSEKVTGTLPAQWSS 
MTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQWSS 
. MKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSG 
MAKAEAVQLENCGLSGSLPPSWSA 
MPKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWRE • V 

KDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACR 

PTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGS 

GCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHD 

GGVAAASSGA VAAAA VWAA VLLSVGL VA 

FIGURE 3 A 
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Peptide signal hydrophobe 
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-Protein es constitutives 



Sau L. a Sau pTex Sens 



56 kDa 
46 kDa 



-Proteines excretees/secretees ( sumageant de culture 
concentre 200 fois) 



Sau pTex Sens 

/ ! ' 



L. a Sau 

- ^ 



56 kDa 
46 kDa 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6B 



DP=Index Parasitaire. La variation de TIP permet d'evaluer le pouvoir infectieux de la 
s.ouche d'interet Sens, en fonction du pourcentage de macrophages infectes et du nombre de 
parasites par macrophage, par rapport a une souche temoin pTex. 
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TGGCGGGGTGAGAGCTGGCGGGGGCGTGGGTGCGCGCGCGGCAGCTCTCCGCTGCGTTGAGGGCG 
GCCTGCCCCTGCGTCCGCGCACCGTCGCGCTCTCCTCGACGCCACTGCGCGCGCTTGTTGGCTTGCT 
TTGCTCTGTCGTGCGCACTCTCTCTTATTTTCCGTTTCATTCGCCTGTATT 

GCGGCCTCGTCACCGCGGCCGTGCGGTGCGCAGGCGGGTGATGTGCCGTTGTGCCCCCCCTTTCAT 

GGCGCGCTGGGCCGATCGCCCTCTTGCCTCCCTCCTCCCCCTCCCCCTCCCGCCGGTCCTGTCAATT 

GTATATCCGTGGACCTTATCTTCGTACTGCCTCCGCGCCTCT^CCGTAAAGCTTCGTTGGCGTGTGC 

CGCCCCCCGGACGTCAGCGCCGCTGTGCTCGCATGCTCACGGTGCGTCCCCGTGCGTGGGCGTGCA 

CGTAAGGACATGTATATATGTATGTGTATGTATATGAGTATGTATATATGTACGGTTATATATAGGA 

ATTTGTGTATGTTGAGGTGTATGCATGTGCGTGCGTATATTAGTGTGTGCGAGCACGCGTGTTGCGC 

CACGCTCTGCTGCCCGCCTCCGCTGTGCGTGTCACTCGCTGTGGGCGCGGTGGCGGGTGGCGCCGG 

GTGGTGGCCGTGCGGCGGGCGGGGGCTCCTCTGTGTTTCTCTATTTCTCTGTTCCCTGTTGACCTCA 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 



SEQ N° 2 (sequence nucleique 2C1 ) 




Figure 7 
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SEQ'N? 3 (sequence riucl&quel Al) 




SEQ N°4 (Sequence nucl&que 2G1) 




TCCCTGTTGACCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

Figure 7 Suite 
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SEQ N° 5 (Sequence nuclelque W2) 




Figure 7 suite 
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SEQ N°ll (Sequence nucleique IJ11 de Ldi) 

GCGCTGCTGCCGCTGGCGCTGTTGTGTGTGTGCTGGGGCCGCGCCACGCA 
CACGCACGGTAGTGAGGGGGAGCCGCAGCGACCGACCGGGCGGAGCGGGC 
GGGCGGAGGGGGGCGCTCCCGCCCGCTGGTCATGCTCTCTGTTTCGCTGG 
• CCGGCCTCTCTACGCCGCTGGCGTGGGCGGAGCTCCGCGCTGCGTATCGC 
TCGCCCCTCGCTGCCCCTCCCTGCCCCTCCTCATGTGCACTGCTCCCTCC 
CTCTCCCTCCCTCTACACTCCTCGCTGTCCCCTCGGCCGACCTCCACGGA 
CACGCAGACGTGCGTGCGCATACACACCACCCCTCACCTCGCTGCTGCTG 
CTGTGACAGCTCTACGGACCCTGCCCAGTCGCTGCGCCCCCGCCACCCGC 
CTCTGTCCCCCGCACGAGGGTACCTACGACGTGCCGGCCACCCCGCTCTG 
CCCGATAAGCTGAGCTGGCGCTCACGCCCGAGCAATCCCCTCACGGATCT 
GCTGCCGCGCCGCACTGCTCTTGACCCTGGCTGCGAATGGCGCTGTGCGT 
GCGTCGGCTGGTGCTGGCGGCGACCCTCGCCGCTGTGGTGGCGCTGCTGC 
TGTGCACGAGCAGTGCGCCGGTGGCGCGTGCTGCTGTGAAGGATGACTTC 
ACTGCTGCGCAGCGGACGAACACGCTGGCGGTGCTGGAGGCGTTTGGGCG 
TGCGATCCCTGAGCTTGGGAAGCTGTGGAAGGGCGACGACTTCTGC 
TTTTGGGAGTCGGTCGTGTGCGATGTGACCGAAGTGTACTTGTGGGAA 
ATCGGTGCGACGTATACCGGCACGCTGCCGGAGATGCCTGTGGACGTCGA 
CTACACGGCCGTCATGGTCAAGCACCTCGACTTTTCCCAAATGGGGCTGG 
GGCTGAGCGGAACGCTGCCGGACAGCTGGAGCAGGCTGCAGGGACTGACC 
TCACTTACGTTGTCGGGCTGCGGCGTGAGCGGTACGCTGCCCCCCTCGTG. 
GCGCTCGATGAAGTCTTTGGTGTCGTTGTGGATTGAGAGTTGTGAAAGTG 
TTACCGGCAAGCTGCCGCCTGAGTGGAGCTCGATGAAATCGCTGAGAGAT' 
CTCCATCTGCATGGCGCGAAGGTTTCCGGCACGCTGCCGCCTGAGTGGAG 
CACGATGAAATCGCTGACCCTTCTCGATCTGCAGGACACTCAGGTTACCG 
GCAGTCTGCCGCCTGAGTGGAGCTCAATGAAATCCATGACCATTCTCAGT 
CTGAATGGCGCGAAGGTTTCCGGCACGCTGCCACCCCAGTGGAGCTCGAT 
GACATCGCTGAGCCTTCTCAGTCTGGAGGGTACTCAGCTCTCCGGCACGC 
TACCGCCCCAGTGGAGTGGGATGACATCGCTGGTCACGCTTTTTCTGCA 
GGGTACTCAGGTCTCCGGCACTCTGCCGCCGCAGTGGAGATCGATGTTGAA 
TGCCGAGTTCCTGCAGCTGGAGAACTGCGACCTGTCCGGCTGTTTGCCCCC 
CGAGTGGGCTGCGATGCCGAAGCTGCGTCATGTCGAACTTAAGGGCAACCA 
GTTCGCCGGGTGTGTGCCGGACTCGTGGGCTCAGAA.GGCCGGTCTCGTTGT 
GGAAATCGAGGATAAGCACACGGGCAACAGCTGCATTGCTGGTGCGGACTG 
CGCAACGACGACCACGACCACCACTGAACCCACGTCCACTGCGAGCCCAAC 
AGCCACGCCTACCTCTGCCCCCGAGACGGAGTGCGAGGTGGATGGGTGTGA 
GGTGTGCGATGGGGACTCCGCGGCGAGGTGCGCCAGGTGCCGTGAGGGCTA 
CTTCCTGACGGACGAGAGGACGTGCCTGGTGTACCGCGATGGCGGCGTTGT 
GGCCGTGTCGATCGGAGCGGCTGCTGCCGCTGTTGTGTGCATGGCTGTGCT 
GCTGAGCGTGGGGCTGGCGGCGTGAGGATGCCGCTGCTGTCGCGCGCAGGC 
GGCGGCACCCGCTGCGTGGCACACGACTGCGTGCTTGCGTGCAGCACCGCG 
CCCTGCATTGGCGTGCGTGTGCGCGTCTGTGTGTGCATGGCTGCTGACGGT 
GCCTTTCGTCCTGCCTCTCGCTGCCTCTGCCTCTCTCCGCGTGTGAATGCT 
GTGGGCTGTGTTTGGGGCTCTCGTGCGGCGCTGCTGTACGGCTGCTGCTTC 
TTCTCCACCCTCCTCTCTCGCATGCCGGCGAGGGAGGGGTGGCACGTGCGC 
GTGTGCCGCTGCGCTTGCGAGTGCGTCTGTGTGTGGGCCTTCACCACGTGC 

Figure 7 suite 
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TACGGTCACGCCTTCTCGGCTGGCCACTCGCGGCGCTGAGGGCGGTGTGCC 
CTTCCCCTCGAGCGCCGTCGCACTCTCTTCCGCGCGCCTGCGCGGGCTTCT 
TCGTGCGCTGTGCTCAGCCGTGCGCTCTCACCTCTTTCCCTTTTCATTCGC 
TTGTCTTCTCTCTTCTCCCCCCGCASTGCGGTCTCCCCTCCTCTGCCGTGC 
GGTGCGCAGGCGGGTGACTTGCCGTTGCGTCTCCCCCTTTCGTGGAGCGCT 
GAGCCGATCCCCCTTCGGCCTCCCTCCTCCCTCCTCCCGTGGGTCCTGTCT 
GTTGTACATCGTCGGACCGTCTCTTCGTGTTGCCTCTCCGCACCTTCCGCA 
AATCTGCGCTCGCCTGTGCCGCCTCTCGGACTTTATCCTTACTGTGATTGT 
ATTCTCACGGTGCGTCTCCGTGTGTGTGTGTGCCACGCACCGCTTCTTCCA 
TGTGTGTCCTTGCTTGCTCTCGTCTGCCCCCCCCCCTCTGCCTCACACATT 
CCGTGCGTGTGTGCATCACCGTTGGGCGGCGACATCGGTGCCCGTCCCTGC 
CACCCTCTACTCCCTCATTCTCTTGCCACTTCGTGGGCGGTGCGTGCATGC 
ATGGATGTATATACACGCATAGAGGGGTGGGGACGCGGGGGATCCTCTAGA 
GTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC 
TGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAG 
CATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAAT 
TGCGTTGCGCTC 



Figure 7 suite 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 2005/051989 PCT/FR2004/002955 

13/14 

SEQ N° 6 (Sequence prot&que A3B) (sens direct) 372 aa 

MAQCVRRLVLAAPLAAVVALLLCTSSAPVARAAGTS DFTEAQQTNTLTVLQAFARAI PAL 

GDTWTGSDFCSWKHIICDSPGVGVWMGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMITELNFSAMGQG 

LSGTI»PPSWSSLTSLISLCIEKSEKVT«GTLPAQWSSMTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQWSS 

MKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSGMAKAEA^QLENCGLSGSLPPSWSAMPKLRIVSLSGN 

HFCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASST 

PSPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCARCI^GYSLTDEKTCLANHDGGVAAASSGAVAAAAVW 

AAVLLSVGLVA* 



SEQ N° 7 (Sequence proteique 2C1) (sens direct) 287 aa 

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMITELNFSAMGQGLSGTLPPSWSSLTSLISLCIEKSEK 
VTGTLPAQWSSMTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQVJSSMKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSGM 
AKAEAVQLENCGLSGSLPPSWSAMPKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHM 
GEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCAR 
CREGYSLTDEKTCVANHDGGVAAASSGAVAAAAVWAAVLLSVGLVA* 



SEQ N° 8 (sequence proteique 1A1) (sens direct) 311 aa 

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMIMALDFGAMGQGLSGTLPPSWSSLTSLMSLWIEKSEK 
VTGTLPTQWSSMKQLTLLHLKGTKVSGTLPPEWSGMTSLDDLNLHDTAVSGTLPAQWSSM 
KQLIDLDLEGTKVSGTLPPEWSGMAKAEALQLKYCDLSGSLPPSWSSMQKLRIVSLSGNH 
FCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTP 
SPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHDGGVAAASSGAVAAAAVWA 
AVLLSVGLVA* 



SEQ N° 9 (Sequence proteique 2G1) (sens direct) 238 aa 

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMITELNFGAMGQGLSGTLPPSWSSMKQLIDLDLEGTKV 
SGTLPPEWSGMAKAEALQLKYCDLSGSLPPSWSSMQKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWREKD 
RLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGSGCEVDGCEV 
CEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHDGGVAAASSGAVAAAAVWAAVLLSVGLVA* 



SEQ N° 10 (Sequence proteique W2) (sens direct) 271 aa 

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMITELNFSAMGQGLSGTLPPSWSSLTSLISLCIEKSEK 
VTGTLPAQWSSMTSLDNLNLHDTAVSGTLPPEWSGMTSLDDLNLHDTAVSGTLPAQWSSM 
KQLIDLDLEGTKVSGTLPPEWSGMAKAEALQLKYCDLSGSIiPPSWSSMQKLRIVSLSGNH 
FCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTP 
SPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYS* 



SEQ N° 12 (Sequence proteique IJ11 de Ldi) (sens direct) 464 aa 

MALCVRRLVLAATLAAVVALLLCTSSAPVARAAVKDDFTAAQRTNTLAVLEAFG 

RAIPELGKLWKGDDFCFWESVVVRCDRS\nJ3GKS\^ 

SSTSTFPKWGWGWAERCRTAGAGCRDWPHLRCRAAAWAYRCPPRGARWSLWCR 

CGLRVVKVLPASCRLSGARWNRWEISICMARRFPARCRLSGARWNRWPFSICRTL 

RLPAVCRLSGAQWNPWPFSVWMARRFPARCHPSGARWHRWAFSVWRVLSSPAR 

YRPSGSGMTSLVTLFLQGTQVSGTLPPQWRSMLNAEFLQLENCDLSGCLPPEWAA 

MPKLRHVELKGNQFAGCVPDSWAQKAGLVVEmDKHTGNSCIAGADCAlTri 

EPTSTASPTATPTSAPETECEVDGCEVCDGDSAARCARCREGYFLTDERTCLVYRD 

GG WAVSIGAAAAAWCMAVLLSVGLAA* 

Figure 7 suite 
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